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GST pull down assay と BioID assayの 2 つの手法を用いて、USP46 の新たな基質の同定
を目指し解析を行った。 
 
【実験方法】[A] GST pull down assayは、マウスの脳ライセートと GST-USP46 を用い、脳
内で相互作用する因子の探索を目的としている。① C57BL/6Jマウスの脳ライセートを用
いた pull down産物を SDS-PAGE, 銀染色の後、LC-MS/MS によりタンパク質の同定を行っ
た。② 同様に、KOマウスの脳ライセートを用い、GST pull downを行った。[B] BioID assay
は、比較的短時間のタンパク質間相互作用でも、網羅的に解析できる手法である(4)。① 
USP46-BirA*-HA 発現ベクターを作成し、ウエスタンブロット及び免疫蛍光細胞染色によ
り、タンパク質発現とビオチン化能を確認した。②  USP46-BirA*-HA 発現ベクターを
transfection した HEK293T 細胞からビオチン化タンパク質を回収し、SDS-PAGE, 銀染色の
後、バンドを切り出し、LC-MS/MS によりタンパク質の同定を行った。 
 
【実験結果と考察】[A] ① 銀染色の結果、GST-USP46 とマウスの脳ライセートを反応させ
たサンプルにおいて、特異的なバンドを 4 本確認した。LC-MS/MS による解析の結果、
CCDC125 など新規の基質候補が同定された。② KO マウスの脳ライセートを用いた GST 
pull down では、GST-USP46 との結合量が減少する因子が存在する可能性を考えていたが、




LC-MS/MS による解析の結果、RICTOR などの新規の基質候補が同定された。 







(1) Tomida et al., Nat. Genet. 41(6):688-95. (2009)  
(2) Imai et al., PLoS One. 7(6):e39084. (2012) 
(3) Chon et al., J. Biol. Chem. 284(8):5343-51. (2009) 
(4) Roux et al., J. Cell Biol. 196(6):801-10. (2012) 
